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RESUMEN 
El presente estudio evaluó dos métodos de selección de espermatozoides 
epididimarios de perros, uno por centrifugación en gradientes de densidad usando 
BoviPure (CGD-BoviPure), y otro por Swim-up. Se recuperaron muestras 
espermáticas de sesenta epidídimos mediante flujo retrógrado usando el diluyente 
TCG-YH (tris, ácido cítrico, glucosa + 20% de yema de huevo) y se conformaron veinte 
pools (3 muestras/pool). La selección espermática se realizó en muestras frescas 
individuales (n=60) o muestras agrupadas (n=20), ya sea frescas, refrigeradas (24 h) 
o congeladas-descongeladas (C/D). En cada muestra, un grupo control (sin 
seleccionar) fue incluido. Todas las muestras fueron evaluadas su cinética-
morfometría y la integridad de las membranas espermáticas mediante el sistema 
CASA, (SCA) y la prueba de fluorescencia PI/PNA-FITC, respectivamente. Los 
resultados demostraron que CGD-BoviPure fue más efectivo en seleccionar 
espermatozoides de perro que el Swim-up y control, basado en incremento de la 
cinética e integridad de membranas plasmática (IMP) y acrosomal (IMA). En muestras 
individuales, la selección por CGD-BoviPure incrementó (P<0,05) la motilidad total y 
progresiva (MP), velocidades curvilínea (VCL) y rectilínea (VSL), linealidad (LIN), 
oscilación (WOB), frecuencia de batida de flagelo (BCF), IMP e IMA. Sin embargo, en 
muestras agrupadas, la selección por CGD-BoviPure mostró ser efectiva sólo en 
muestras refrigeradas y C/D, incrementando (P<0,01) la MP, VCL, WOB e IMP. 
Eficientemente, la selección de los espermatozoides C/D mediante CGD-BoviPure 
no varió (P>0,05) las dimensiones morfométricas de la cabeza comparados con sus 
valores antes y después de la congelación. En conclusión, la selección mediante 
CGD-BoviPure fue exitosa debido a que mejoró la calidad de los espermatozoides 
epididimarios caninos frescos y criopreservados.  
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ABSTRACT  
The present study evaluated two dog epididymal sperm selection methods, one by 
BoviPure® density-gradients centrifugation, and the other by conventional swim-up. 
Sperm samples from sixty epididymides were recovered by retrograde flushing using 
TCG-EY extender (tris, citric acid, glucose + 20% egg yolk), and twenty pools were 
conformed (3 samples/pool). The sperm selection procedures were performed on 
individual fresh samples (n=60) or pooled samples (n=20), either fresh, chilled (24 h), 
or frozen-thawed (F/T). In each sample, a non-selected control group was included. In 
all samples, the kinetic-morphometry and sperm membranes integrity were evaluated 
by the CASA system (SCA®) and PI/PNA-FITC fluorescence test, respectively. The 
results showed that BoviPure-DGC was more effective in selecting canine sperm 
than Swim-up and control, based on improving kinetics and integrity of plasma (IPM) 
and acrosomal (IAM) membranes. In individual samples, the selection by BoviPure-
DGC increased (P <0.05) the total and progressive motility (PM), curvilinear (VCL), 
and rectilinear (VSL) velocities, linearity (LIN), oscillation (WOB), beat-cross frequency 
(BCF), IPM, and IAM. In pooled samples, the sperm selection by BoviPure BoviPure-
DGC, however, was more effective only in chilled and F/T samples, increasing (P 
<0.01) the PM, VCL, WOB, and IPM values. Efficiently, the selection of F/T sperm 
samples by BoviPure-DGC did not vary (P> 0.05) the morphometric dimensions of 
the head compared with its values before and after freezing. In conclusion, the sperm 
selection by BoviPure-DGC was successful in improving the quality of fresh and 
cryopreserved dog epididymal sperm. 
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ACRÓNIMOS 
TRA Técnicas de reproducción asistida 
IA Inseminación artificial 
FIV Fecundación in vitro 
ICSI Inyección intra-citoplasmática  
PUFA Ácidos grasos poliinsaturados  
ROS Especies reactivas de oxígeno  
LPO Peroxidación lipídica  
TCG Tris, ácido cítrico, glucosa 
CGD Centrifugación por gradientes de densidad 
C/D Congelados/Descongelados 
YH Yema de huevo 
PI Yoduro de propidio 
PNA-FITC Aglutinina 
µl Microlitros  
Ml Mililitros  
g/ml Gramo por mililitro 
mM Milimolar 
mOsm/kg Miliosmoles por kilogramo 
NL2 Nitrógeno líquido  
MT Motilidad total 
MP Motilidad progresiva 
VCL Velocidad curvilínea 
VSL Velocidad rectilínea 
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WOB Oscilación  
BCF Frecuencia del batido del flagelo 
ALH Amplitud del movimiento lateral de la cabeza 
IPIA Membrana plasmática intacta y acrosoma intacto 
IPDA Membrana plasmática intacta y acrosoma dañado 
DPIA   Membrana plasmática dañada y acrosoma intacto 
DPDA Membrana plasmática dañada y acrosoma dañado 
IMP Membrana plasmática intacta 
IMA Membrana acrosomal intacta  
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La criopreservación de espermatozoides tiene un interés, tanto desde el punto de vista 
de conservación de especies y razas bajo amenazas latentes de extinción, como para 
uso del material criopreservado en programas de mejora genética en animales 
domésticos y silvestres (Santiago-Moreno y Galarza, 2019). La criopreservación abre 
la posibilidad de uso de espermatozoides en técnicas de reproducción asistida (TRA) 
como la inseminación artificial (IA), la fecundación in vitro (FIV) o la inyección intra-
citoplasmática (ICSI) (Isachenko y col., 2012). Sin embargo, la eficacia de esas TRAs 
dependen directamente del porcentaje de criosupervivencia celular (Watson, 2000), y 
de los procedimientos que se desarrollen después de la criopreservación para 
mantener y/o mejorar la calidad espermática. Uno de los procedimiento más usados 
en las TRAs es la purificación o selección espermática de eyaculados o de muestras 
criopreservadas para su uso en la IA (Morrell y col., 2018). 
 
La crioconservación de espermatozoides incluye la refrigeración (a corto, mediano o 
largo plazo), la congelación y vitrificación (Holt y col., 2014). Los procesos de 
criopreservación permiten detener la actividad metabólica y funcional de los 
espermatozoides indefinidamente, usando bajas temperaturas de almacenamiento. 
Estos protocolos de criopreservación se orientan a intentar minimizar los daños 
celulares que se producen durante la congelación y descongelación celular (González 
y col., 2013).  
 
El proceso de criopreservación produce una serie de cambios ultraestructurales, 
bioquímicos, mecánicos y osmóticos (Maxwell y col., 1993), que provocan daños 
severos e incluso la muerte de algunos espermatozoides, reduciendo la supervivencia 
celular (Hewitt y col., 2001). Estos daños incluyen, principalmente, daños a nivel de la 
membrana plasmática (Ej. rotura de la membrana, desnaturalización y desplazamiento 
de las proteínas de membrana), membrana mitocondrial y acrosoma (reacción 
acrosómica) (Watson, 1995; Grötter y col., 2019). Igualmente, los procesos de 
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que conforman el flagelo del espermatozoide. Las alteraciones de membrana y de 
microtúbulos están determinadas por el daño osmótico que se producen durante el 
proceso de congelación y descongelación, asimismo, el estrés osmótico también 
determina variaciones en las variables morfométricas de la cabeza del 
espermatozoide (O’Brien y col., 2019).  
 
En resumen, la presencia de células muertas, indeseables, morfológicamente 
anormales, así como desechos celulares pueden afectar a los espermatozoides vivos 
y morfológicamente íntegros, debido probablemente, a la producción de especies 
reactivas de oxígeno (ROS) que se acumulan en concentraciones deletéreas y que se 
han informado como inductores de apoptosis (Wang y col., 2003). 
 
De igual manera sucede en el caso de espermatozoides caninos que provienen de 
eyaculaciones. Los eyaculados contienen, a más de los espermatozoides, 
componentes proteicos, fuentes de energía (azúcares) y enzimas (antioxidantes 
naturales) disueltos en el plasma seminal que les proporciona una serie de beneficios 
a los espermatozoides (Olivera y col. 2006). Los espermatozoides epididimarios, al no 
tener interacción con estos componentes, les convierte en células más sensibles al 
choque de frío pudiendo causar la degeneración de la membrana espermática y 
reducción drástica de la motilidad. A pesar de ello, se ha determinado que los 
espermatozoides epididimarios parecen ser más crio-resistentes que los 
espermatozoides eyaculados, con diferencias en la composición de la membrana 
(Eddy y O’Brien, 1994; Jones, 1998; Varisli y col., 2009) que influyen en el tiempo de 
equilibrio requerido (Rath y Niemann, 1997) previo a su criopreservación. 
 
La necesidad de mejorar la viabilidad, motilidad e integridad morfológica de los 
espermatozoides caninos epididimarios antes y después del proceso de congelación-
descongelación, ha conducido a intensificar y/o innovar procedimientos de selección 
espermática (Hewitt y col., 2001). En la última década se han desarrollado una 
variedad de métodos para la selección  de espermatozoides caninos como Swim-up 
(Bukowska y col., 2011; Dorado y col., 2016), filtración con columnas de Sephadex 
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y centrifugación coloidal mediante gradientes de densidad como Percoll (Phillips y 
col., 2012; Ayala y col., 2019) o PureSperm (Dorado y col., 2011a; 2011b). 
La centrifugación de gradientes de densidad (CGD) ha mostrado cierta ventaja al 
momento de la manipulación debido a su uso en dos capas simples (Ej. 45 y 90%; 40 
y 80%). Sin embargo, se ha asociado efectos iatrogénicos adversos relacionados con 
el daño mecánico propio de la centrifugación que puede provocar daños en la 
integridad celular (Ej. colas enrolladas) e incrementar la producción de ROS y LPO 
(Sbracia y col., 1996). Además, se ha relacionado un incremento de las fuerzas de 
centrifugación (> 700 x g) con un mayor daño en la integridad morfológica y 
disminución de la motilidad (Beydola y col., 2013). 
 
BoviPure® es una solución salina isosmótica que contiene partículas de sílice coloidal 
recubiertas con silano que se utiliza para seleccionar esperma de toro para su uso en 
TRAs (Samardzija y col., 2006). También se ha propuesto que los medios de sílice 
recubiertos de silano se utilicen en una centrifugación de una sola capa o dos 
(Martinez-Alborcia y col., 2013). BoviPure® ha resultado muy eficaz al momento de 
seleccionar espermatozoides ovinos tanto frescos como criopreservados, en 
gradientes de 40% (Top Layer) y 80% (Botton layer), y a una fuerza de centrifugación 
baja de 300 x g (Galarza y col., 2018a; 2018b) mejorando la motilidad, cinética e 
integridad de la membrana plasmática y acrosomal. Para nuestro mejor conocimiento, 
no existe evidencia del uso de BoviPure® en dos capas para seleccionar 
espermatozoides epididimarios de perro, ni frescos, ni criopreservados.  
 
En consecuencia, nuestra investigación intentó demostrar la eficacia de dos métodos 
de selección de espermatozoides epididimarios caninos tanto frescos-diluidos, 
refrigerados durante 24 horas y congelados–descongelados mediante vapores de 
NL2. El método de selección alternativo propuesto fue basado en la centrifugación de 
gradientes de densidad CGD-BoviPure® de dos capas: 40 y 80%, respectivamente, 
con una fuerza de centrifugación baja (300 x g) para evitar efectos iatrogénicos, frente 
a un segundo método convencional basado en la técnica de flotación espermática, 
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2. OBJETIVOS  
2.1. Objetivo General  
Evaluar el efecto de la selección espermática mediante el uso de centrifugación por 
gradientes de densidad de dos capas (BoviPure) y por flotación (Swim-up) en 
esperma canino epididimario fresco y criopreservado.  
 
2.2. Objetivos Específicos 
 Evaluar dos métodos de selección de esperma canino fresco recuperado de 
epidídimos refrigerados por más de 72 horas mediante CGD-BoviPure y 
Swim-up sobre las características cinéticas e integridad de las membranas 
espermáticas. 
 Determinar el efecto de proceso de selección espermática sobre esperma 
canino epididimario fresco, refrigerado y congelado-descongelado. 
 
3. HIPÓTESIS 
El uso de CGD-BoviPure permite mejorar la calidad de espermatozoides caninos 
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4. REVISIÓN DE LA LITERATURA 
4.1. Anatomía del aparato reproductor del perro 
4.1.1. Testículos 
Los testículos caninos son relativamente pequeños, de forma elipsoidal y alojados en 
el escroto (Sisson y James, 2002). Están conformados por túbulos seminíferos, en 
donde se producen los espermatozoides. Su función principal es la producción y 
maduración de espermatozoides (exocrina) y la producción de hormonas esteroides 
(endocrina) (Páramo y Balcazár, 2013). 
 
4.1.2. Epidídimo  
Es un conducto enrollado sobre sí mismo, unido a lo largo de la parte dorso lateral del 
testículo. Está compuesto por: cabeza, cuerpo y cola. Su función es el 
almacenamiento, transporte y maduración de los espermatozoides (Sisson y James, 
2002). 
a) Cabeza: Involucra las partes terminales de los conductos eferentes y el primer 
tracto del conducto epididimario. 
b) Cuerpo: Conecta la cabeza con la cola (Varesi, 2012a). 
c) Cola: Actúa como reservorio de los espermatozoides maduros. Se continúa 
distalmente con el conducto deferente, el cual transporta el semen hacia la 
uretra durante el proceso de la eyaculación (Páramo y Balcazár, 2013). 
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4.2. Morfología del espermatozoide 
El espermatozoide es una célula especializada para desarrollar una única función: 
fecundar al óvulo. Estructuralmente se diferencia:  
a) Cabeza: presenta una serie de mecanismos encargados de garantizar la 
penetración del ovocito y la transmisión del material genético. En su interior se 
sitúa el núcleo y recubriendo su polo craneal se encuentra el acrosoma. 
b) Segmento o pieza intermedia: formado por mitocondrias que se alinean 
extremo con extremo en banda, cuya función es favorecer el metabolismo del 
espermatozoide y garantizar su movilidad (Hewitt y col., 2001). 
c) Cola: tiene movimiento flagelar que permite el desplazamiento y movimiento 
del espermatozoide (Frandson y Spurgeon, 1995). 
 
 
Figura 2. Morfología del espermatozoide (Olivera y col., 2006). 
4.3. Características macroscópicas del semen  
4.3.1. Volumen 
Varía de acuerdo al tamaño del animal, con un rango de 1-30 ml (Pontón y Lagos, 
2014). En el eyaculado se puede observar tres porciones: 
a) Preespermática o uretral: es acuosa y transparente, se elimina de forma muy 
rápida entre 30 segundos a 1 minuto. 
b) Espermática: es rica en espermatozoides, con aspecto denso y color blanco 
lechoso a blanco opalescente en función de la concentración, con un tiempo de 
emisión entre 1 a 2 minutos. Su procedencia es del epidídimo y de los 
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c) Prostática: no contiene espermatozoides o están en bajo número. Es acuosa, 
transparente o ligeramente amarilla y su eliminación se prolonga de 3 a 30 
minutos (Threlfll, 2005). 
 
4.3.2. pH 
El pH del semen canino es de 6.3, su variación disminuye la motilidad, por lo que hay 
que considerar estas características en el uso de los diluyentes y las sustancias 
tampón (Ochoa y Torres, 2012). 
 
4.4. Características microscópicas del semen 
4.4.1. Concentración  
Es un importante parámetro a tener en cuenta, sobre todo si se va a congelar semen, 
pudiendo indicar la fertilidad del material (Pontón y Lagos, 2014). En el perro se han 
descrito valores de concentración que oscilan entre 300–2000 x 106 
espermatozoides/ml (Farstad, 2001). 
 
4.4.2. Motilidad  
Se mide por el porcentaje de espermatozoides en movimiento, siendo el movimiento 
flagelar productivo en progresión rápida y lineal. Para la valoración se considera la 
motilidad masal y la individual. En perros el parámetro normal en semen fresco es del 
85-95%. En semen post-congelación se describe valores superiores a 50% para 
considerarlo de buena calidad (Alamo, 2007). 
 
4.4.3. Vitalidad 
Se determina mediante técnicas de tinción vital que permiten diferenciar los 
espermatozoides vivos de los muertos, debido a la permeabilidad de la membrana 
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funcional no permite el paso del colorante, mientras que si está alterada, el colorante 
penetra en el interior de la célula y aparece teñida (Peña, 2004). 
 
Un semen de buena calidad es cuando se observa un 90-95% de espermatozoides 
vivos en fresco, mientras que en semen congelado, el valor mínimo aceptable es del 
80% (Ochoa y Torres, 2012).  
 
4.5. Diluyentes  
Se definen como la solución acuosa que permite aumentar el volumen del eyaculado, 
preservar las características funcionales de los espermatozoides y mantener el nivel 
de fertilidad. El diluyente que se añade para la congelación comúnmente es del tipo 
tris (buffer). Debe contener sustancias iónicas o no iónicas que mantengan la 
osmolaridad del medio, una fuente de lipoproteína de alto peso molecular (yema de 
huevo, leche descremada), una fuente de energía como fructuosa o glucosa, y un 
crioprotector (Carpio, 2015).  
 
4.6. Recolección espermática 
Se ha descrito que tras una orquiectomía rutinaria, se puede obtener semen a partir 
del epidídimo. Una técnica de recuperación es el flujo retrógrado de la cola del 
epidídimo, que consiste en insertar una aguja en el conducto deferente, para luego 
aplicar soluciones tamponadas a la suspensión espermática, con la finalidad de 
conseguir un volumen y nutrientes necesarios para que los espermatozoides puedan 
moverse (Hewitt y col., 2001).  
 
La aplicación de esta técnica está condicionada por el tamaño de los testículos, pero 
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4.7. Medios 
4.7.1. Sperm talp  
El medio de Tyrode modificado, Sperm-Talp, originalmente formulado por Parrish y 
col. (1995) y modificado por Galarza y col (2018a), es una solución electrolítica que 
presenta beneficios para la motilidad y la fertilidad de los espermatozoides, ya que  
puede inducir la capacitación en esperma. Se ha demostrado que la regulación de la 
capacidad espermática y la reacción del acrosoma se logran principalmente mediante 
acciones de calcio, bicarbonato, y albumina (Buranaamnuay, 2013). 
 
Se puede emplear como un medio alternativo en caninos para recuperar y diluir 
esperma epididimario, sobre todo, para la purificación en la técnica de Swim-up, 
colocando 100 µl de semen canino bajo una capa (1 ml de medio TALP de esperma 
suplementado con albumina de suero bovino libre de ácidos grasos (6 mg/ml) y 
piruvato de sodio (1 mM)) (Bukowska y col., 2011). 
 
4.7.2. Solución coloidal de BoviPure® 
Es una solución de sal isosmótica que contiene partículas de sílice coloidal recubiertas 
con silano. Se utiliza para seleccionar esperma de toro en técnicas de reproducción 
artificial (Samardzija y Karadjole, 2006). Para ello se ha propuesto que estas partículas 
se utilicen en una centrifugación de capa única (Martinez-Alborcia y col., 2013). 
 
Este medio forma gradientes continuos en donde se da un incremento gradual de la 
densidad desde la parte superior hasta la parte inferior, o gradientes discontinuos 
utilizando dos cámaras, con los medios densos y la aplicación de fuerza gravitacional 
por centrifugación (Samardzija y Karadjole, 2006).  
 
Los gradientes de BoviPure® se realizan con su solución buffer llamada BoviDulite®, 
de tal modo que, investigaciones en esperma de rumiantes domésticos han logrado 
incrementar la calidad espermática en semen refrigerado y congelado-descongelado 





__________________________________________________________________________                                                                                                                                           
 
Diana Isabel Jara Jimbo y Efraín Bernardo Paredes Quito                           Página 26                                                  
(Santiago-Moreno y Galarza, 2019), usaron la solución BoviPure® y diluyó con 
solución BoviDilute® para obtener el medio de la capa inferior y la capa superior, a 
una concentración del 80 y 40%, respectivamente. Las columnas BoviPure para 
seleccionar espermatozoides con CGD se realiza en tubos Falcon® de 15 ml en 
volúmenes iguales de capa y en la capa superior se coloca la muestra del semen 
utilizando un volumen total de columna de 1 ml por 333 millones de espermatozoides 
presentes en los 200 µl muestra de esperma.  
 
4.8. Conservación del semen  
4.8.1. Semen fresco 
En la especie canina el semen fresco puede mantener su viabilidad hasta 24 horas 
post obtención. En el caso de que se suplemente un diluyente a base de yema de 
huevo o leche homogeneizada, junto con antibióticos, puede aumentar su vida media 
hasta 4-5 días siempre que se conserve a 37ºC (Arthur y col., 1991). 
 
4.8.2. Semen refrigerado 
Para mantener el semen en refrigeración hay que añadir al medio de dilución un 
componente que proteja a los espermatozoides del shock de frío. Diversos estudios 
en perros han demostrado que, añadiendo a la muestra seminal un diluyente a base 
de yema de huevo es posible mantener la viabilidad hasta 10 días a 4ºC, sin alterar 
su viabilidad (Verstegen y col., 2005). 
 
4.8.3. Semen congelado 
La crioconservación seminal es una valiosa herramienta a la hora de distribuir la 
calidad genética tanto espacial como temporalmente. En cabras, estudios demuestran 
que, conforme se incrementa el tiempo de conservación se produce una reducción 
significativa de la motilidad espermática y un incremento de las morfo anomalías y, en 
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conseguido gestaciones tras inseminar utilizando semen almacenado en nitrógeno 
líquido durante 20 años (Arthur y col., 1991). 
 
En la especie canina se han constatado el nacimiento de camadas a partir de semen 
congelado, pero hasta el momento no hay estudios que determinen el tiempo máximo 
de almacenamiento que garantice altos porcentajes de fertilidad (Silva y col., 1996). 
 
4.9. Descongelación de semen 
Existe unanimidad entre los autores en que las pajuelas de 0,5 ml deben 
descongelarse mediante baño maría, aunque existen diferentes opciones en cuanto a 
tiempo y temperatura. Así, hay autores que describen temperaturas de 37ºC durante 
15 seg, 37ºC durante 30 seg, 39ºC durante 30 seg, 50ºC durante 30 seg y 70ºC 
durante 6 seg (Hewitt y col., 2001). 
 
Si se utilizan pajuelas de 0,25 ml, hay autores que descongelan a 37ºC durante 30 
seg o bien a 39ºC durante 30 seg, mientras que si se envasa en pajuelas de 2,5 ml se 
descongela a 50ºC durante 45 seg. En el caso de los pellets, se sumergen en 0,5 ml 
de una solución con 0.9% de cloruro sódico a 55ºC durante 5 seg y, finalmente, el 
semen congelado en tubos de aluminio se descongela a 65ºC durante 15 seg, 
agitando vigorosamente el envase (Hewitt, 2000). 
 
4.10. Técnicas de selección espermática  
4.10.1. Migración espermática vertical o Swim-up  
Se emplea frecuentemente para la selección de espermatozoides móviles del 
eyaculado, es decir la migración separa la fracción móvil de la fracción inmóvil, para 
esto, una muestra de semen colocada en el fondo de un tubo que contiene medio de 
cultivo a 37°C, permitirá después de un tiempo, que los espermatozoides mótiles se 
desplacen hacia la superficie del tubo (J. Parrish, 1986), permitiendo así la separación 
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Este método recientemente, se ha empleado para la selección de espermatozoides 
caninos como paso previo al proceso de vitrificación. Estudios demuestran que su uso 
en muestras de semen fresco mejora la viabilidad espermática. Sin embargo, el 
protocolo estándar emplea uno o varios pasos de centrifugación lo que hace que la 
calidad seminal de la muestra disminuya (Morrell y col., 2008). 
 
4.10.2. Centrifugación Simple 
Se emplea para eliminar la fracción prostática del eyaculado, la cual afecta 
negativamente a la preservación del semen a 4ºC. Sin embargo, es un proceso que 
puede causar daños estructurales en el acrosoma y en la membrana plasmática del 
espermatozoide, lo que puede producir una considerable reducción de la motilidad 
espermática (Gálvez, 2015). 
 
En este método, se obtiene un pellet que contiene espermatozoides muertos, 
moribundos y anormales, así como espermatozoides viables que pueden ser 
eliminados con el sobrenadante, ya que todos los espermatozoides de la muestra 
original se concentran en el pellet (Garay, 2019). 
 
4.10.3. Centrifugación en gradientes de densidad o Centrifugación 
coloidal 
Separa diferentes tipos de células de suspensiones heterogéneas, útil para dilucidar 
los mecanismos que ocurren en los espermatozoides durante la maduración, la 
capacitación y la reacción del acrosoma, eventos necesarios para que puedan fertilizar 
un ovocito (Morrell y col., 2008). 
 
Técnica utilizada para aumentar la calidad seminal (Varela y col., 2015), 
incrementando la supervivencia, es decir separa los espermatozoides de acuerdo con 
la densidad del medio, seleccionando los espermatozoides móviles y por su 
morfología (Morrell y col., 2008). Emplea dos o más capas de coloide para seleccionar 
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La centrifugación a través de capas de coloide se ha utilizado satisfactoriamente para 
enriquecer la población de espermatozoides viables y funcionales, separar 
espermatozoides móviles, de cromatina intacta y morfológicamente normales. 
Además, separa el esperma normal de los linfocitos, células epiteliales, esperma 
anormal o inmaduro, desechos celulares, bacterias y el plasma seminal (Garay, 
2019). 
 
4.11. Evaluación de la calidad espermática  
4.11.1. Motilidad  
La motilidad es necesaria para el transporte de los espermatozoides en el tracto 
reproductivo de la hembra y para atravesar todas las cubiertas del ovocito. Se puede 
evaluar subjetivamente (motilidad masal y motilidad individual) u objetivamente 
mediante sistemas computarizados de análisis, como el sistema CASA (Computer 
Assisted Sperm Analysis), pero la más utilizada y simple a la vez, es la valoración 
visual de la motilidad masal que refleja el movimiento de las células espermáticas en 
su conjunto (Aisen y col., 2002). 
El sistema CASA se establece mediante los siguientes parámetros:  
Motilidad Total (MT): no diferencia entre movimiento rectilíneo o circular de los 
espermatozoides.  
Motilidad Progresiva (MP): Es el porcentaje de espermatozoides capacitados para 
alcanzar el óvulo y fecundar (Anchatuña, 2017). En función de su progresividad, los 
espermatozoides se clasifican en estáticos, móviles progresivos y móviles no 
progresivos (Miró, 2015). 
Velocidad Curvilínea (VCL): Es la distancia total recorrida por el espermatozoide a 
lo largo de su trayectoria real por unidad de tiempo (μm/s).  
Velocidad Rectilínea (VSL): Es la distancia recorrida por el espermatozoide entre el 
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Velocidad Media (VAP): Es la distancia recorrida por el espermatozoide a lo largo de 
la trayectoria media (Vallvé, 2017). 
Porcentaje de linealidad (LIN): Es la relación entre la velocidad rectilínea y la 
curvilínea (LIN=VSL / VCL x 100). 
Porcentaje de rectitud (STR): Es la relación entre la velocidad rectilínea y lineal 
(STR= VSL / VAP x 100). 
Porcentaje de oscilación (WOB): Es la relación entre la velocidad lineal y rectilínea 
(WOB= VAP / VCL x 100) (Valverde y col., 2019). 
Amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza (ALH, μm): Es el desplazamiento 
que realiza la cabeza del espermatozoide en su trayectoria curvilínea de un lado a otro 
de la trayectoria media o lineal.  
Frecuencia de batido de flagelo (BCF, Hz): Es la frecuencia con la que la trayectoria 
curvilínea atraviesa la trayectoria medial o lineal en función del tiempo (Muiño, 2008). 
 
4.11.2. Integridad de la membrana plasmática  
En el proceso de congelación-descongelación se afecta las membranas: plasmática y 
acrosomal. La proporción de daño acrosomal varía con el método de congelación sin 
exceder el 70%. El test de endósmosis positiva (HOST), evalúa la integridad de la 
membrana plasmática, y el test de resistencia osmótica (ORT), evalúa la integridad 
del acrosoma (Rubio, 2009). 
 
La tinción con Eosina-Nigrosina (EN) permite diferenciar entre los espermatozoides 
muertos que se tiñen debido a alteraciones en la membrana plasmática lo que permite 
el paso del colorante, a diferencia de los vivos que al mantener la integridad de la 
membrana no logran teñirse debido a que no permiten el paso del colorante al interior 
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4.11.3. Integridad del acrosoma  
Para la evaluación de las lesiones celulares como consecuencia del proceso de 
criopreservación es importante emplear diferentes métodos de tinción que permitan 
diferenciar, células viables con reacción acrosómica de las células que se encuentran 
muertas y que por lo tanto han perdido la integridad de la membrana (Wa y col., 1995). 
 
La prueba de doble fluorescencia PI IFITC-PSA o PNA permite la evaluación del 
porcentaje de células que han perdido sus acrosomas pero que mantienen intacta la 
membrana sobre el núcleo, o sea, el porcentaje de espermatozoides con reacción 
acrosómica “verdadera” (Berger, 1990). 
 
La asociación PI / FITC-PNA permite la detección de 4 sub-categorías de células: I) 
viable, acrosoma intacto; II) viable, reacción acrosómica “verdadera”; III) muerto, 
acrosoma intacto; IV) muerto, reacción acrosómica “falsa” o por degeneración celular 
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5. MATERIALES Y MÉTODOS  
5.1. Materiales 
5.1.1. Materiales Físicos  
 Guantes de examinación  
 Mascarillas  
 Nevera portátil con bloques de hielo (gel) 
 Papel secante  
 Jeringas 1 ml 
 Hojas de bisturí N° 15 
 Equipo de disección  
 Pajuelas de 0,25 ml 
 Fundas Ziploc 
 Caja poliestireno de 31 x 29 x 30 cm (largo, ancho y alto) 
 Rampa de enfriamiento doble (de 24 y 10 cm de altura) 
5.1.2. Materiales Biológicos 
 Testículos de perros con epidídimo con porción inicial de conducto deferente 
intactos 
 Espermatozoides 
5.1.3. Materiales Químicos  
 Tris (Sigma, 252859)  
 Ácido cítrico (Sigma, C0759) 
 Glucosa (Sigma, G5146) 
 Penicilin G-sodium salt (Sigma, P3032) 
 Streptomycin sulfate salt (Sigma, S9137) 
 Glicerol (Sigma G9012), 
 BoviPure (BP-100, Nidacon, Mölndal, Sweden) 
 BoviDilute (BD-100, Nidacon, Mölndal, Sweden) 
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 Cloruro de sodio, NaCl (Sigma, S5886) 
 Hidróxido de potasio; KOH (Sigma, P5958) 
 Yoduro de Propidio (PI, Sigma P-4170) 
 Aglutunina (PNA-FITC, Sigma L7381) 
 Bovine serum albumin, BSA (Sigma, A9418) 
 Sperm-Blue stain (SB-250-N)  
 Nitrógeno Líquido 
5.1.4. Materiales de Laboratorio 
 Puntas de pipetas automáticas (blancas, amarillas, azules) 
 Pipetas automáticas de 0 – 20 µl, 20 – 200 µl y de 200 – 1000 µl 
 Microscopio de campo claro (CX-31, OLYMPUS®) 
 Micro Centrífuga Hettich® MIKRO 200/200R centrifuge (Ref: Z652091; MIKRO 
200, AC/DC input 240 V AC; Germany) para tubos Eppendorf de 1,5 ml 
 Incubadora Memmert 
 Filtro de jeringa Minisart® NML 16555 (tamaño de poro 0,45 mm) (Sartorius, 
Alemania). 
 Sistema CASA, (Sperm Class Analyzer, SCA-Evolution® 2018, v.6.4.0, 
software. Microptic S.L., Barcelona, España). 
 Microscopio para fluorescencia (Nikon Eclipse model 50i; negative contrast)  
 Cajas cuadriculadas para búsqueda  
 Refrigerador 
 Porta agujas 
 Cubre objetos cortos 
 Cubre objetos largos 
 Termómetro para pajuelas 
 Baño María 
 Pinzas 
 Guantes de nitrilo 
 Tubos Falcón de 15 ml 
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5.2. Metodología  
5.2.1. Área de Estudio 
 
Figura 3. Ubicación del área de estudio (Cuenca-Azuay). 
Fuente: (Directorio cartográfico de Google Maps, 2020). 
 
5.2.1.1. Ubicación política–geográfica  
Los testículos (con sus epidídimos íntegros) fueron recolectados en las campañas de 
esterilización de mascotas realizadas por la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la 
Universidad de Cuenca, en distintos sectores de la ciudad de Cuenca, y de Clínicas 
Veterinarias particulares.  
 
Posterior a esto, el trabajo experimental con respecto a los procesos de recuperación, 
procesamiento, congelación, descongelación y análisis espermático se realizó en el 
laboratorio de Biotecnología de Reproducción Animal de la Universidad de Cuenca 
ubicado en la Granja Irquis, cantón Cuenca, provincia del Azuay (3°04'48.1"S 
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5.2.2. Unidad Experimental y Diseño Experimental 
Se consideraron 30 perros domésticos machos sometidos a Orquiectomía para la 
obtención de 60 epidídimos.  
 
La investigación incluyó el análisis de dos métodos de selección espermática (CGD-
BoviPure y Swim-up) aplicados a espermatozoides caninos epididimarios frescos - 
diluidos, refrigerados 24 h y congelados-descongelados, procedentes de 30 perros 
machos. Además, se consideró un grupo control (sin seleccionar) en cada muestra 
espermática fresca, refrigerada, congelada-descongelada.  
 
El primer análisis de selección espermática se realizó con muestras frescas – diluidas 
recuperadas de los epidídimos (n = 60) provenientes de testículos almacenados a 5ºC 
por más de 72 horas. El segundo análisis incluyó muestras agrupadas (pools). Para 
este efecto, se conformaron 20 pools (3 muestras / pool) de las muestras espermáticas 
recuperadas en el primer análisis y, por lo tanto, el segundo análisis de selección 
espermática se realizó con el pool de muestras frescas, refrigeradas (5ºC / 24 h) y 
congeladas-descongeladas (vapores de NL2) (Ver Fig. 4). 
 
Figura 4. Cuadro de Diseño Experimental. 
Fuente: autor 
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5.2.3. Metodología para la investigación 
5.2.3.1. Preparación de diluyentes y medios 
Los diluyentes y medios que se utilizaron en esta investigación se detallan en las 
siguientes tablas: 
Tabla 1. Diluyente sintético TCG 
Reactivo Cantidad 
Tris 11,4 g 
Ácido cítrico 6,6 g 
Glucosa 1,8 g 
Penicilina 240 mg 
Estreptomicina 300 mg 
Agua milli Q 300 ml 
pH: 6,8 a 7,2. Osmolaridad: 310 a 340 mOsmol/kg 
Tabla 2. Diluyente para congelación convencional (CC) 
Fracción 1. TCG-YH 
Reactivo Cantidad 
TCG 80 ml 
Yema de huevo inactivada a 56º por 30 min. 20 ml (v/v) 
*Centrifugar a 4000 g por 10 min y eliminar el pellet 
Fracción 2. TCG-YH-Gly 
Reactivo Cantidad 
Fracción 1  90 ml 
Glicerol 10 ml (al 10% v/v) 
pH: 6,8 a 7,2. Osmolaridad: 310 a 340 mOsmol/kg 
Tabla 3. HEPES para fluorescencia  
Reactivo Cantidad 
Hepes sodium salt 476,62 mg 
NaCl 1151,27 mg 
KOH 16,5 mg  
Glucosa 198,77 mg 
Agua milli Q 100 ml 
Alicuotar en dosis 250 μl en tubos epperdorf de 1,5 ml y congelar a -20 ºC hasta su uso 
Tabla 4. Yoduro de propidio 
Reactivo Cantidad 
Yoduro de propidio 1 mg 
PBS 1 ml 
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Tabla 5. Aglutinina 
Reactivo Cantidad 
PNA-FITC aglutinina 0,2 mg 
BSA 5 mg 
PBS 1 ml 
Alicuotar en dosis de 50 μl 






NaCl (S-9888) 58,45 114,0 666,0 
KCl (S-5405) 74,55 3,2 23,0 
NaH2PO4. H2O (S-9638) 138,00 0,3 4,1 
Na Lactato (L-7900) (QC) 112,06 10,0 112,0 
CaCl 2H2O (C-7902) 147,00 2,0 29,0 
MgCl 6H2O (M-2393) 203,31 0,5 10,1 
HEPES (H-644+) 238,30 10,0 238,0 
NaHCO3 (S-5761) 84,00 25,0 210,0 
Alicuotar y congelar a -20ºC    
BSA  0,6% o 6 mg/ml 600,0 mg 
Piruvato de Sodio 110,04  1,1 
Gentamicina   50,0 µl 
Adicionar estos componentes al momento de descongelar y filtrar en membranas Minisart® NML 16555 (tamaño 
de poro 0,45 mm). 
pH: 7,2 Osmolaridad: 300 a 320 mOsmol/kg. 
 
Tabla 7. Gradientes de densidad de BoviPure 
Componente Cantidad 
BoviPure 80%, Botton layer 8ml de BoviPure + 2 ml BoviDilute 
BoviPure 40%,Top layer 4ml de BoviPure + 2 ml BoviDilute 
 
 
5.2.3.2. Recolección de testículos 
Cada uno de los perros machos fue valorado clínicamente antes de ser sometido a 
Orquiectomía, considerando los siguientes criterios de inclusión:  
 Perros clínicamente sanos 
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 Sexualmente maduros con testículos descendidos a la palpación 
 Condición corporal entre 2,5 y 4 según la escala de 1 – 5 (siendo 1 caquéctico 
y 5 obeso) (Baldwin y col., 2010).  
 
Fueron excluidos de este experimento: 
 Perros con problemas anatómicos de su aparato reproductor. 
 Testículos y/o epidídimos con daños post-orquiectomía (cortes, hematomas).  
 
Luego, los testículos fueron recolectados post-orquiectomía sin las túnicas vaginal y 
albugínea, y su conducto deferente intacto en su porción proximal (aproximadamente 
2 cm). Los testículos se colocaron en bolsas plásticas ziploc estériles. Estas muestras 
fueron selladas, rotuladas (fecha, número y testículo derecho o izquierdo) y 
almacenadas en una nevera portátil con hielo a una temperatura de 5ºC. 
Posteriormente, las muestras fueron almacenadas bajo condiciones de refrigeración 
a una temperatura de 5ºC durante al menos 72 horas.  
 
5.2.3.3. Recuperación espermática  
En el laboratorio, los testículos fueron lavados con suero fisiológico, previamente 
enfriados y secados. Este procedimiento se hizo bajo condiciones de frío a 5ºC en la 
refrigeradora del laboratorio con la puerta abierta para climatizar un ambiente de 
refrigeración. Posteriormente se diseccionó cada testículo, hasta dejar descubierto el 
epidídimo. La recuperación espermática se realizó usando una aguja metálica N° 20 
X 1 ½’  o 22 X 1 ½’ (dependiendo del tamaño del epidídimo) cortadas en su extremo 
punzante e introducida en el conducto deferente proximal. La recuperación de 
espermatozoides epididimarios se realizó mediante flujo retrógrado que consistió en 
administrar 1 ml del diluyente TCG-YH (Fracción 1, Tabla 2) previamente refrigerado 
(5ºC). Al aumentar la presión en la cola del epidídimo, se realizó varios cortes 
transversales y el líquido lechoso obtenido fue recogido en una caja cuadrada para 
búsqueda, estéril y fría. Inmediatamente, este contenido líquido fue transferido a un 
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volumen recuperado de las 60 muestras fue, en general,  aproximadamente de 1000 
l. 
 
5.2.3.4. Análisis de concentración espermática de muestras frescas 
La concentración inicial de cada muestra fresca – diluida fue evaluada. Para este 
propósito se hizo una dilución de 1:200 que consistió en mezclar 600 μl de solución 
formolada y 3 μl de la muestra fresca recuperada de cada epidídimo. 
Consecuentemente, se tomó 10 μl de esta solución y se colocó en una cámara de 
Neubauer con un cubreobjetos previamente colocado y se llevó a conteo espermático 
bajo un microscopio de campo claro a una magnificación 40X. El conteo se realizó en 
forma de “L” tomando en referencia los cinco cuadrantes (4 extremos y 1 central); 
sumamos todos los cuadrantes y el resultado lo multiplicamos por 107 y entonces la 
concentración fue expresada en millones (x 106 espermatozoides / ml) (Galarza y col., 
2018)  (Ver Fig. 5).  
 
Figura 5. Lectura de los espermatozoides en la cámara de Neubauer. 
 
5.2.3.5. Selección espermática en muestras epididimarias frescas 
Cada muestra recuperada, fresca-diluida, de cada epidídimo fue sometida a ambos 
métodos de selección espermática (CGD-BoviPure y Swim-up). Para este propósito 
se tomó dos alícuotas de 200 μl de muestra recuperada para ser sometidas a cada 
método de selección, respectivamente. El análisis de las características cinéticas e 
integridad de las membranas espermáticas fue realizado en tres muestras: una sin 
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método Swim-up y una tercera muestra después del método de CGD-BoviPure, 
respectivamente. El análisis de la cinética e integridad de las membranas 
espermáticas (plasmática y acrosomal) fueron realizados mediante el sistema CASA 
(SCA-Evolution) y la prueba de doble fluorescencia usando la tinción de doble 
fluorescencia con ioduro de propidio y aglutinina FITC-PNA (PI / PNA-FITC) (Ver 
sección 4.2.3.8.). 
 
5.2.3.6. Métodos de selección espermática  
5.2.3.6.1. Swim-up 
Este procedimiento fue realizado según lo descrito por Bukowska y col. (2011) con 
algunas modificaciones. Se colocó 500 μl del medio Sperm-Talp (previamente 
atemperado a 38,5ºC) en un tubo Falcon de 15 ml, y sobre este, se colocó la muestra 
de 200 μl de muestra de esperma epididimario fresco previamente calentado a 
temperatura de cuarto (22ºC). Esta muestra se dejó en la incubadora a 38,5ºC durante 
30 minutos. Posterior a ello, se recuperó los 200 l superiores del tubo Falcon y se 
colocó en un tubo éppendorf a 37ºC para realizar las pruebas de calidad espermática. 
 
5.2.3.6.2. CGD-BoviPure 
Este procedimiento se realizó de acuerdo a lo descrito por Galarza y col., (2018) con 
algunas modificaciones. La elaboración de los gradientes de densidad se realizó en 
tubos eppendorf de 1,5 ml colocando 200 μl de solución Botton layer (gradiente del 
80%) al fondo, sobre ésta 200 μl de solución Top layer (gradiente del 40%) y 
finalmente sobre ésta última 200 μl de la muestra de esperma epididimario fresco 
previamente calentado a temperatura de cuarto. Estos gradientes fueron 
centrifugados a 300 x g (gravedades) durante 20 minutos. Al final de la centrifugación, 
se eliminó el sobrenadante y el pellet fue re-suspendido en 100 μl de solución TCG-
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5.2.3.7. Análisis de selección espermática en muestras epididimarias 
agrupadas (pools) frescas y criopreservadas. 
Posterior al análisis de cada muestra fresca – diluida recuperada por flujo retrógrado, 
y considerando que 400 l de cada una de ellas fue usado para la selección 
espermática (200 l para Swim-up y 200 l para CGD-BoviPure), el volumen restante 
(500  100 l) fue usado para hacer las agrupaciones (pools). Cada pool fue 
conformado por 3 muestras de esperma epididimario recuperado y seleccionadas al 
azar.  
 
Esta segunda parte del experimento incluyó 20 pools provenientes de los 30 perros 
(60 epidídimos) orquiectomizados especificados en el primer análisis. Cada pool fue 
evaluado inicialmente su concentración, cinética espermática e integridad de las 
membranas plasmática y acrosomal. En consecuencia, cada pool fue subdividido en 
3 alícuotas ajustadas a una concentración de 50 x 106 espermatozoides/ml usando el 
diluyente TCG-YH. 
 
 Alícuota 1: muestras frescas (no criopreservadas) 
 Alícuota 2: muestras refrigeradas a 5ºC durante 24 h.  
 Alícuota 3: muestras congeladas - descongeladas. 
 
Cada alícuota fue sometida a los dos procesos de selección espermática con una 
fracción sin seleccionar que fue considerada como control de cada muestra agrupada. 
Al igual que las muestras simples, cada pool fue evaluado las características cinéticas 
e integridad de las membranas plasmática y acrosomal mediante el uso del sistema 
CASA (SCA) y la prueba de doble fluorescencia PI / PNA-FITC. Además, sólo a las 
muestras congeladas - descongeladas fueron analizadas la morfometría de la cabeza 
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5.2.3.7.1. Refrigeración de las muestras de pool 
La alícuota 2 de cada pool fue contenida dentro de un tubo Falcon de 15 ml y fue 
colocada dentro de un vaso de precipitación de 100 mL con agua destilada. El Falcon 
sumergido fue recubierto con papel aluminio en su totalidad y se colocó en 
refrigeración a 5ºC durante 24 horas. Pasado este tiempo, las muestras fueron 
calentadas a 37ºC en Baño María para aplicar ambos métodos de selección 
espermática. Un análisis de calidad espermática a muestras sin seleccionar fue 
tomado como control. 
 
5.2.3.7.2. Congelación y descongelación de las muestras de pool 
El proceso de congelación y descongelación fue realizado según lo descrito por 
Caturla-Sánchez y col. (2018) con algunas modificaciones. La tercera alícuota de cada 
pool de semen diluido con TCG-YH (a temperatura de refrigeración) fue ajustada a un 
volumen de 1 ml a una concentración inicial de 100 x 10⁶  espermatozoides/ml. 
Posteriormente, estas muestras fueron enfriadas a 5ºC y mantenidas durante 1 hora. 
A partir de entonces, se agregó 1 ml del diluyente TCG-YH-Gly (Fracción 2, Tabla 2) 
para alcanzar una concentración final de 50 x 106 espermatozoides/ml con un 5% de 
glicerol, y se dejó en equilibrio durante 1 hora más. Previo a la congelación, las 
muestras se cargaron en pajuelas de 0,25 ml previamente enfriadas y rotuladas. Las 
pajuelas fueron selladas con alcohol de polivinilo en su extremo posterior dejando una 
burbuja de aire de aproximadamente 20 l para evitar la explosión durante la 
congelación. Las pajuelas fueron expuestas a vapores de NL2 contenido en una caja 
de poliestireno de 31 x 29 x 30 cm (largo, ancho y alto, respectivamente). Inicialmente 
las pajuelas fueron colocadas en la rampa superior que estaba a 24 cm del nivel de 
NL2 y se mantuvo durante 1 minuto; por consiguiente, las pajuelas fueron bajadas a la 
rampa inferior que se encontró a 10 cm del nivel de NL2 y se mantuvo también durante 
1 minuto. Finalmente, las pajuelas fueron sumergidas directamente en el NL2 y se 
almacenaron a -196ºC hasta su descongelación y análisis posterior. La 
descongelación de las pajuelas fue realizada sumergiéndolas en agua atemperada a 
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5.2.3.8. Análisis de la calidad espermática  
5.2.3.8.1. Cinética espermática 
Las características cinéticas de espermatozoides epididimarios de las muestras 
simples y agrupadas (pools), frescas-diluidas, refrigeradas y congeladas-
descongeladas, antes y después de cada método de selección espermática fueron 
analizados mediante un sistema computarizado CASA (Sperm Class Analyzer, SCA-
Evolution 2018, v6.0 software, Microptic S.l., Barcelona, Spain) acoplado a un 
microscopio Nikon (Eclipse model 50i, contraste negativo) de contraste de fases de 
acuerdo a lo detallado por Galarza y col. (2018). Se evaluó un mínimo de tres campos 
y 200 trayectos de esperma a 10 X de magnificación (velocidad de adquisición de 
imagen 25 cuadros/s). Las muestras que se usaron para evaluar la cinética fueron 
ajustadas a una dilución de 15 a 20 x 106 espermatozoides/ml usando el mismo 
diluyente de recuperación espermática (TCG-YH). Una gota de 5 μl se colocó en un 
porta objetos y fue cubierto con un cubreobjetos, ambos atemperados a 37ºC. El 
sistema CASA registró las siguientes variables cinéticas: porcentaje de motilidad total 
(MT), porcentaje de motilidad progresiva (MP), velocidad curvilínea (VCL, μm/s), 
velocidad rectilínea (VSL, μm/s), velocidad promedio (VAP, μm/s), porcentaje de 
linealidad (LIN), porcentaje de rectitud (STR), porcentaje de oscilación (WOB), 
frecuencia de batido de flagelo (BCF, Hz), y amplitud del desplazamiento lateral de la 
cabeza (ALH, μm). 
 
5.2.3.8.2. Integridad de membranas plasmática y acrosomal 
Al igual que la evaluación de la cinética, todas esas muestras fueron evaluadas con la 
prueba de doble fluorescencia PI / PNA-FITC. Para dicho propósito, se usó la mezcla 
de 50 μl de yoduro de propidio (PI) más 50 μl de PNA-FITC aglutinina protegido de la 
luz hasta su uso. Una alícuota de 250 μl de Hepes descongelado y atemperado a 22ºC 
(temperatura ambiente) se le adicionó la muestra de esperma a analizar de tal modo 
que se ajuste a una concentración final de 10 x10⁶  espermatozoides/ml. Sin luz, se 
agregaron 5 μl de la mezcla de fluorescencia (PI / PNA-FITC) a dicha mezcla, y 
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evaluado en el microscopio de fluorescencia según lo detallado por Galarza y col. 
(2018). El estado de las membranas plasmática y acrosomal fueron analizados 
mediante microscopía de fluorescencia contando 200 células, expresándole en 
porcentaje y utilizando un microscopio de epifluorescencia Nikon Eclipse E200 
(epifluorescencia D-FL, fuente de alimentación de mercurio de alta presión C-SHG1; 
Nikon Instruments Inc., Nueva York, EE. UU., excitación: 450 nm, emisión: 490 nm). 
La prueba de doble fluorescencia simultánea PI / PNA-FITC proporcionó cuatro 
subcategorías: 1) porcentajes de esperma con membrana plasmática intacta y 
acrosoma intacto (IPIA), 2) con membrana plasmática intacta y acrosoma dañado 
(IPDA); 3) con membrana plasmática dañada y acrosoma intacto (DPIA); y 4) con 
membrana plasmática dañada y acrosoma dañado (DPDA). Además, el porcentaje 
total de células que presentaron una membrana plasmática intacta (IMP= IPIA + 
IPDA), y una membrana acrosomal intacta (IMA= IPIA + DPIA) fueron registrados. La 
viabilidad espermática (vivos) fue el equivalente al valor de IMP. 
 
5.2.3.8.3. Morfometría de la cabeza espermática 
Las dimensiones de la cabeza espermática que incluye largo, ancho, perímetro y área 
fueron evaluadas mediante el sistema CASA (Sperm Class Analyzer, SCA) usando 
el módulo de morfometría ASMA (assisted sperm morphometry analysis), únicamente 
en las muestras agrupadas antes de la congelación y después de la descongelación 
y después de ambos métodos de selección espermática. Para este propósito, se hizo 
un frotis de cada muestra usando un portaobjetos y colocando 5 l de la muestra a 
analizar y se realizó un frotis usando otro cubre objetos deslizando a un ángulo de 45º. 
Cada frotis fue secado en la placa térmica a 37 ºC. Los frotis fueron sumergidos en la 
tinción SpermBlue durante 10 minutos, y luego de ello, los frotis fueron sacados y 
escurridos verticalmente durante 1 minuto. Se realizó un solo lavado sumergiendo 
cada frotis en agua destilada durante 1 segundo. Cada muestra se dejó secar 
nuevamente en la platina térmica y entonces se selló con “mounting medium” y un 
cubreobjetos largo. Estas muestras fueron evaluadas en el sistema CASA usando el 
módulo ASMA configurado con luz azul, contraste de fases A (PHA-A) y registrando 
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5.3. Diseño estadístico 
Los datos recogidos en el laboratorio fueron tabulados en una base en Excel y 
posteriormente analizados estadísticamente en un software Statistica versión 11.0. 
Los datos fueron expresados en valores promedios  SEM (error estándar de la 
media). Cada variable numérica fue sometida a la prueba estadística Shapiro Wilk 
para determinar la normalidad de datos. En caso de que los datos no cumplieron con 
una distribución normal, las variables porcentuales y numéricas fueron transformadas 
a Arcoseno y  Log-10, respectivamente. 
 
Un modelo lineal general (GLM) con una ANOVA factorial de 3 x 3 fue usado para 
determinar el efecto de los métodos de selección espermática. Este modelo incluyó el 
“Factor 1” equivalente al tipo de muestra espermática (fresco - diluido, refrigerado 24 
h y congelado - descongelado); y el “Factor 2” equivalente al método de selección 
espermática (sin seleccionar [control], CGD-BoviPure y Swim-up). Cuando el 
ANOVA reveló un efecto significativo (P < 0,05), los valores se compararon mediante 
la prueba de rango múltiple de Tukey. Estos efectos fueron analizados en las variables 
de cinética espermática (motilidades, velocidades, parámetros de relación, amplitud 
del desplazamiento de la cabeza y frecuencia de batida de flagelo) e integridad de las 
membranas espermáticas (plasmática y acrosomal). Además, en el análisis de las 
muestras congeladas – descongeladas, se usó un ANOVA unidireccional para 
determinar el efecto de la selección espermática sobre la morfometría de la cabeza 
espermática en las muestras frescas (no congeladas) y descongeladas sin seleccionar 
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6. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
6.1. Selección espermática en muestras individuales frescas – diluidas 
Los valores promedios ( error estándar de la media) y el grado de significancia de 
todos los parámetros cinéticos de las muestras individuales frescas – diluidas, antes 
y después de la selección con CGD-BoviPure y Swim-up se muestran en el Anexo 
1.  
 
La motilidad total y progresiva de las muestras espermáticas individuales frescas – 
diluidas fueron mejoradas (P < 0,001) después de seleccionar con CGD-BoviPure 
en comparación con aquellas muestras sin seleccionar (control) o seleccionadas 
mediante Swim-up (MT, %: 81,0±1,6 vs. 72,2±2,3 y 68,4±2,7; MP, %: 31,5±2,1 vs. 
19,0±1,6 y 24,2±2,1; respectivamente) (Figura 6). Asimismo, las velocidades 
curvilíneas y promedio incrementaron (P < 0,01) después de la selección por CGD-
BoviPure o Swim-up comparadas con su contraparte control (VCL, µm/s: 72,6±2,8 y 
67,8±2,7 vs. 58,3±1,9; VAP, µm/s: 45,3±1,6 y 41,3±1,9 vs. 32,3±1,5; 
respectivamente). Después de la selección espermática por CGD-BoviPure, la 
velocidad rectilínea fue mejorada (P < 0,01) en comparación con aquellas muestras 
seleccionadas con Swim-up o el control (VSL, µm/s: 30,1±1,4 vs. 26,6±1,5 y 20,5±0,9; 
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Figura 6. MT y MP de muestras espermáticas individuales frescas - diluidas sin 
seleccionar y seleccionadas con CGD-BoviPure y Swim-up. Letras diferentes en 
cada tipo de motilidad muestran diferencias significativas entre diferentes métodos de 
selección espermática. a – b, P < 0,001. 
 
 
Figura 7. Velocidades, VCL, VAP y VSL de muestras individuales frescas - diluidas 
sin seleccionar y seleccionadas con CGD-BoviPure y Swim-up. Letras diferentes en 
cada tipo de velocidad muestran diferencias significativas entre métodos de selección 
espermática. a – b, P < 0,01. 
 
El índice de linealidad incrementó (P < 0,001) luego de la selección espermática por 
CGD-BoviPure comparado con el control (LIN, %: 40,3±0,9 vs. 35,9±1,1; 
respectivamente). Asimismo, la oscilación y la frecuencia de batida de flagelo  
incrementaron (P < 0,001) después de la selección espermática por CGD-BoviPure 
o Swim-up en comparación con el control (WOB, %: 61,4±0,9 y 60,2±1,4 vs. 55,8±1,1; 
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Figura 8. Parámetros de relación: STR, LIN y WOB de muestras individuales frescas 
- diluidas sin seleccionar y seleccionadas con CGD-BoviPure y Swim-up. Letras 
diferentes en cada tipo de parámetro muestran diferencias significativas entre 
métodos de selección espermática. a – b, P < 0,05. 
 
 
Figura 9. ALH y BCF de muestras espermáticas individuales frescas - diluidas sin 
seleccionar y seleccionadas con CGD-BoviPure y Swim-up. Letras diferentes en 
cada tipo de motilidad muestran diferencias significativas entre métodos de selección 
espermática. a – b, P < 0,05. 
 
El análisis del estado de las membranas plasmática y acrosomal usando la prueba de 
doble fluorescencia simultánea PI / PNA-FITC, mostró que el porcentaje de IPIA 
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espermáticas epididimarias con CGD-BoviPure en comparación con las muestras 
sin seleccionar. Del mismo modo, el método de selección espermática mediante CGD-
BoviPure mostró ser más efectivo al reducir significativamente (P < 0,05) el 
porcentaje de espermatozoides DPDA indeseables en comparación con las muestras 
sin seleccionar. Finalmente, después de seleccionar las muestras espermáticas 
epididimarias con CGD-BoviPure, los porcentajes de IMP (equivalente a viabilidad 
espermática) e IMA incrementaron significativamente (P < 0,05) en comparación con 
su contraparte sin seleccionar (Tabla 8).  
 
Tabla 8. Porcentajes de espermatozoides caninos de origen epididimario en las 
diversas categorías de integridad de las membranas plasmáticas y acrosomal 
(evaluados con marcadores fluorescentes PI / PNA-FITC) en las muestras individuales 




  (n = 60)  
CGD-BoviPure  
 ( n = 60) 
Swim-up 
  (n = 60) 
Valor P 
IPIA (%) 80,1 ± 1,89b 87,4 ± 1,55a 83,5 ± 1,58ab 0,0124 
IPDA (%) 4,4 ± 0,81 2,4 ± 0,66 3,3 ± 0,72 0,1731 
DPIA (%) 8,8 ± 0,75 6,9 ± 0,51 8,0 ± 0,56 0,1268 
DPDA (%) 6,7 ± 0,87a 3,2 ± 0,62b 5,1 ± 0,72ab 0,0095 
Integridad M. Plasmática  (IMP, %) 84,6 ± 1,46b 89,8 ± 1,00a 86,9 ± 1,04ab 0,0215 
Integridad de M. Acrosomal (IMA, %) 89,0 ± 1,42b 94,3 ± 1,21a 91,6 ± 1,29ab 0,0092 
IPIA = porcentaje de espermatozoides con membrana plasmática intacta y acrosoma intacto, 
IPDA = porcentaje de espermatozoides con membrana plasmática intacta y acrosoma 
dañado, DPIA = porcentaje de espermatozoides con membrana plasmática dañada y 
acrosoma intacto, y DPDA = porcentaje de espermatozoides con membrana plasmática 
dañada y acrosoma dañado. Letras diferentes en cada fila y subcategoría muestran 
diferencias significativas entre métodos de selección espermática. a – b P < 0, 01. 
 
Los hallazgos de la presente investigación demuestran que la selección de esperma 
epididimario de perro mediante la centrifugación coloidal con BoviPure® en gradientes 
de densidad (40 / 80%) mejoró la calidad basado en cinética e integridad de 
membranas comparado con las muestras sin seleccionar (controles) o seleccionadas 
por Swim-up. Estos efectos fueron evidenciados en muestras individuales y 
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selección espermática por CGD-BoviPure® mejoró la cinética (MT, MP, VCL, VSL, 
LIN, WOB y BCF) e integridad de las membranas plasmática y acrosomal (IMP e IMA). 
 
6.2.  Selección espermática en muestras agrupadas (pools), frescas – 
diluidas y criopreservadas. 
Los valores promedios ( error estándar de la media) y el grado de significación de 
factores (tipo de muestra, método de selección espermática y su interacción) de todos 
los parámetros cinéticos y estado de las membranas plasmática y acrosomal de las 
muestras agrupadas, ya sea frescas – diluidas y criopreservadas (refrigeradas y 
congeladas–descongeladas [C/D]), antes y después de la selección con CGD-
BoviPure y Swim-up se muestran en los Anexos 2 y 3, respectivamente. 
 
Los resultados revelaron que no hubo interacción entre los factores independientes (P 
> 0,05): tipo de esperma (fresco-diluido, refrigerado 24h y C/D)  y métodos de 
selección espermática (sin seleccionar, CGD-BoviPure y Swim-up) en ningún 
parámetro cinético ni categoría de integridad de membranas espermáticas. 
 
En general, los valores de cinética y estado de membranas espermáticas fueron 
mayores en las muestras frescas, seguido por las refrigeradas y finalmente las 
congeladas-descongeladas. El efecto de la selección espermática no fue evidenciado 
en la MT y MP de las muestras espermáticas frescas – diluidas (P > 0,05). Sin 
embargo, el porcentaje de MT en las muestras criopreservadas tanto refrigeradas 
como C/D, fue mayor (P > 0,01) después de seleccionar con CGD-BoviPure en 
comparación con aquellas muestras seleccionadas con Swim-up (refrigeradas: 
72,5±4,25 vs. 53,3±3,8; y C/D: 53,4±3,4 vs. 31,1±3,6; respectivamente). Asimismo, la 
MP de las muestras refrigeradas o C/D incrementó (P < 0,05) después de seleccionar 
con CGD-BoviPure comparado con el control o seleccionadas mediante Swim-up 
(refrigeradas: 30,9±3,1 vs. 15,1±3,0 y 16,6±2,5; y C/D: 18,5±2,3 vs. 8,3±1,5 y 
10,8±1,8; respectivamente). Incluso el porcentaje de MP de las muestras 
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valores similares que aquellas muestras frescas seleccionadas por ambos métodos 
(Figura 10). 
 
Figura 10. MT y MP de muestras espermáticas agrupadas, frescas - diluidas y 
criopreservadas (refrigeradas y C/D) y seleccionadas con CGD-BoviPure y Swim-
up. Letras diferentes en cada tipo de motilidad muestran diferencias significativas 
entre métodos de selección espermática. a – b, P < 0,05; a – c, P < 0,01, a – d, P < 
0,001. 
 
En muestras agrupadas en general, la selección espermática por CGD-BoviPure 
mostró ser efectiva solo en muestras refrigeradas y/o congeladas – descongeladas, 
mejorando algunos parámetros cinéticos como la MP, VCL y WOB y la integridad de 
la membrana plasmática y manteniendo las dimensiones de la cabeza antes y 
después de la congelación. Estos resultados sugieren que la solución coloidal 
BoviPure® en dos gradientes (botton – 80% y top layer – 40%) con volúmenes 
micrométricos (200 µl) cada uno, resulta ser un método adecuado y útil para 
seleccionar espermatozoides epididimarios de perros e incrementar la calidad 
espermática antes y después de la criopreservación. Por otro lado, la presente 
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orquiectomizados y almacenados en frío durante al menos 72 horas, pueden ser 
usados eficientemente para recuperar espermatozoides y utilizarlos en TRAs (Ej. 
métodos de selección espermática, fecundación in vitro [FIV] o inyección 
intracitoplasmática de espermatozoides [ICSI]) o biotecnologías reproductivas (Ej. 
Criopreservación e IA) como ha sido previamente demostrado por Hewitt y col. (2001), 
Yu & Leibo, (2002), Isachenko y col. (2012), Buranaamnuay, (2013) y Abu y col. 
(2016).  
 
De acuerdo a lo anteriormente mencionado y en concordancia con los resultados 
obtenidos, nosotros creemos que esta investigación puede ser usada como estudio 
base para la gestión de estrategias de conservación de espermatozoides de caninos 
domésticos y silvestres. Además, el BoviPure® aplicado en la selección espermática 
de dichos cánidos, puede ser empleado para purificar espermatozoides y aplicar TRAs 
útiles para conservar ex situ dichas especies, incluso en caninos silvestres que estén 
bajo amenaza latente de extinción. 
 
Existen varios trabajos que comparan la eficacia de las soluciones comerciales a base 
de partículas de sílice coloidal, recubiertos o no con silano, en la selección de 
espermatozoides de diferentes especies domésticas comparados con técnicas 
convencionales como la flotación o filtración (Dorado et al., 2011a; Santiago-Moreno 
y col., 2014; Galarza y col., 2018).  
 
Al igual que las motilidades, los valores de las velocidades VCL, VAP y VSL de las 
muestras frescas-diluidas no mejoró (P > 0,05) después de seleccionar con ambos 
procedimientos de selección espermática (CGD-BoviPure y Swim-up). No obstante, 
el efecto de la selección espermática fue evidenciado en las muestras espermáticas 
criopreservadas. La velocidad curvilínea incrementó (P < 0,01) sólo en  las muestras 
C/D y seleccionadas con CGD-BoviPure y Swim-up comparadas con su contraparte 
sin seleccionar (VCL, µm/s: 52,8±2,3 y 59,0±5,5 vs. 38,5±2,6; respectivamente). Las 
velocidades promedio y rectilínea incrementaron (P < 0,05) después de seleccionar 
las muestras refrigeradas con CGD-BoviPure comparado con las muestras sin 
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respectivamente). Además, la velocidad promedio de muestras C/D incrementaron (P 
< 0,05) después de seleccionar con CGD-BoviPure y Swim-up comparadas con el 
control (VAP, µm/s: 34,2±1,9 y 38,8±3,3 vs. 22,5±1,6; respectivamente). Asimismo, la 
velocidad rectilínea de las muestras C/D incrementó después de seleccionar con 
CGD-BoviPure en comparación con las muestras el control (VSL, µm/s: 26,8±2,0 
vs.16,5±1,3; respectivamente) (Figura 11).   
 
 
Figura 11. Velocidades, VCL, VAP y VSL de muestras espermáticas agrupadas 
frescas - diluidas y criopreservadas, y seleccionadas con CGD-BoviPure y Swim-up. 
Letras diferentes en cada tipo de velocidad muestran diferencias significativas entre 
métodos de selección espermática. a – b, P < 0,05; a – c, P < 0,01, a – d, P < 0,001. 
 
Con respecto a los parámetros de relación, solamente el porcentaje de oscilación de 
muestras refrigeradas fue mejorada mostrando un incremento (P < 0,01) después de 
seleccionar los espermatozoides con CGD-BoviPure y Swim-up en comparación con 
su contraparte control (WOB, %: 63,4±1,8 y 66,5±2,0 vs. 53,7±3,3; respectivamente). 
El porcentaje de STR y LIN no mostraron diferencias significativas entre métodos de 
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Figura 12. Rectitud (STR), linealidad (LIN) y oscilación (WOB) de muestras 
espermáticas agrupadas frescas – diluidas y criopreservadas (refrigeradas durante 24 
h y congeladas-descongeladas) y seleccionadas con CGD-BoviPure y Swim-up. 
Letras diferentes en cada tipo de motilidad muestran diferencias significativas entre 
diferentes métodos de selección espermática. a – b, P < 0,05. 
 
Los valores de ALH y BCF no mostraron diferencias significativas (P > 0,05) entre 
métodos de selección en ningún tipo de muestra espermática. Sin embargo, una 
diferencia significativa (P < 0,05) fue evidenciada al mostrar un incremento de la ALH 
de muestras refrigeradas y seleccionadas con CGD-BoviPure frente a las muestras 
C/D y seleccionadas con CGD-BoviPure y Swim-up o control  (ALH, µm: 3,1±0,2 vs. 
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Figura 13. ALH y BCF de muestras espermáticas agrupadas frescas – diluidas y 
criopreservadas, y seleccionadas con CGD-BoviPure y Swim-up. Letras diferentes 
en cada tipo de parámetro muestran diferencias significativas entre métodos de 
selección espermática. a – b, P < 0,05; a – c, P < 0,01. 
 
En el análisis simultáneo del estado de las membranas espermáticas, los resultados 
indicaron que la integridad de la membrana plasmática (IMP) y acrosomal (IMA) 
disminuyen (o se degeneran) después del proceso criopreservación, ya sea por 
refrigeración (P < 0,05) o C/D (P < 0,01) (Figura 14 – 15).  
 
El porcentaje de IPIA no incrementó (P > 0,05) después de los procedimientos de 
selección espermática en muestras frescas – diluidas y refrigeradas. No obstante, en 
las muestras C/D después de seleccionar con CGD-BoviPure, el porcentaje de IPIA 
incrementó significativamente (P < 0,05) comparado  con las muestras seleccionadas 
con Swim-up y control (IPIA, %: 56,4±2,04 vs.41,6±1,8 y 39,7±1,9, respectivamente). 
Asimismo, el método de CGD-BoviPure mostró ser más efectivo al reducir el 
porcentaje de DPDA indeseables de muestras C/D en comparación con las muestras 
seleccionadas por Swim-up y control (DPDA, %: 25,5±1,78 vs. 33,6±1,6 y 35,9± 3,0, 
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Figura 14. Estado de las membranas plasmática y acrosomal evaluados 
simultáneamente de muestras espermáticas agrupadas frescas-diluidas y 
criopreservadas, y seleccionadas con CGD-BoviPure y Swim-up. IPIA = porcentaje 
de espermatozoides con membrana plasmática intacta y acrosoma intacto, IPDA= 
porcentaje de espermatozoides con membrana plasmática intacta y acrosoma 
dañado, DPIA= porcentaje de espermatozoides con membrana plasmática dañada y 
acrosoma intacto, y DPDA= porcentaje de espermatozoides con membrana 
plasmática dañada y acrosoma dañado. Letras diferentes en cada tipo de motilidad 
muestran diferencias significativas entre métodos de selección espermática. a – b, P 
< 0,05; a – c, a – d, a – e, P < 0,01. 
 
Finalmente, la integridad de la membrana plasmática (equivalente a viabilidad 
espermática) incrementó (P < 0,05) sólo en muestras C/D después de la selección 
espermática por CGD-BoviPure, en comparación con aquellas muestras 
seleccionadas con Swim-up y control (IMP, %: 58,8±2,2 vs. 45,9±1,9 y 42,3±1,9, 
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acrosomal debido a que no existió diferencias significativas (P > 0,05) entre métodos 
de selección en ninguna muestra espermática (fresca, refrigerada o C/D)  (Figura 15). 
 
 
Figura 15. IMP e IMA de muestras espermáticas agrupadas frescas-diluidas y 
criopreservadas, y seleccionadas con CGD-BoviPure y Swim-up. Letras diferentes 
en cada tipo de motilidad muestran diferencias significativas entre diferentes métodos 
de selección espermática. a – b, P < 0,05; a – c, a – d, P < 0,01. 
 
La selección espermática por Swim-up ha mostrado ser útil  al incrementar la motilidad 
y viabilidad de una muestra heterogénea (Otsuki y col., 2008; Beydola y col., 2013). 
En la selección de espermatozoides caninos por Swim-up, ya sea en muestras frescas 
(Bukowska y col., 2011) o refrigeradas (Dorado y col., 2016a) ha resultado útil para 
mejorar la calidad espermática, evidenciando un incremento de la motilidad y 
viabilidad, comparado con su contraparte control. Sin embargo, el inconveniente más 
importante del uso de este método se ha atribuido a las bajas tasas de recuperación 
espermática, lo que limita su uso sólo en condiciones in vitro en TRAs. Los resultados 
del presente estudio son consistentes con los estudios antes mencionados. Nosotros 
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nutritivo “Sperm-Talp” debido al incremento de parámetros cinéticos en muestras 
frescas individuales (VCL y VAP, WOB y BCF) y muestras agrupadas (VCL y ALH) 
congeladas – descongeladas. Estos parámetros cinéticos mejorados (incrementados 
con respecto a su control) se debe posiblemente a la fuente de azúcar (ej. glucosa) 
del medio Sperm-Talp que permitió que una subpoblación de espermatozoides 
epididimarios viables y más mótiles floten hacia la superficie de la muestra incubada 
(38,5ºC) según lo detallado por Jameel, (2008) y Otsuki y col. (2008). 
 
Por otro lado, se conoce que la centrifugación en gradientes de densidad separa los 
espermatozoides en función de su densidad (Beydola y col., 2013). Las fuerzas de 
centrifugación influye en la integridad estructural de los espermatozoides 
seleccionados (García-López y col., 1996). Efectos indeseables (iatrogénicos) como 
colas látigo (enrolladas) lo relacionan con fuerzas de centrifugación altas (Ej. > 700 x 
g) (Beydola y col., 2013; Galarza y col. 2018a). Bajo este principio, el uso de 
soluciones coloidales en la selección de espermatozoides de perro ha resultado útil. 
Por ejemplo, Dorado y col., (2011a) y (2011b) usaron dos gradientes de densidad 
(40/80%) de una solución comercial PureSperm® con una fuerza de centrifugación de 
300 X g durante 20 minutos a temperatura ambiente (22ºC) e incrementaron la 
motilidad y viabilidad de esperma canino fresco y criopreservado. En la presente 
investigación, se usó también dos gradientes de densidad (40/80%) de BoviPure®, 
una fuerza de centrifugación también baja de 300 x g durante 20 minutos, y volúmenes 
micrométricos (200 µl) contenidos en un tubo eppendorf de 1,5 ml. Nosotros 
suponemos que esta fuerza de centrifugación menor aplicada a los gradientes de 
densidad de menor volumen permitieron ubicar eficientemente a los espermatozoides 
más densos (más mótiles e íntegros) al fondo del pellet tanto de las muestras frescas 
como criopreservadas (Beydola y col., 2014). Un espermatozoide maduro 
morfológicamente normal tiene una densidad de al menos 1,10 g/ml, mientras que un 
espermatozoide inmaduro, morfológicamente anormal o degenerado, tiene una 
densidad de entre 1,06 y 1,09 g/ml (Oshio y col., 1987). Nosotros especulamos que 
una población de espermatozoides viables y maduros con una densidad superior a 
1,10 g/ml fueron ubicados en el pellet posterior a la centrifugación con BoviPure. En 
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eficientemente que el método de flotación (o su control) al mostrar espermatozoides 
más densos, viables, mótiles, morfológicamente íntegros y con sus membranas 
plasmática y acrosomal íntegras como ha sido previamente evidenciado en otras 
especies domésticas y silvestres (Santiago-Moreno y col., 2014); Galarza y col., 
2018a). 
 
Estudios previos han demostrado la eficacia del método de selección mediante CGD-
BoviPure frente a su control (sin seleccionar) o selección por Swim-up en 
espermatozoides de toro (Samardzija y col., 2006; Ancco, 2017; Arias y col., 2017)  y 
cabra (Santiago-Moreno y col., 2017) con mejoramiento de la cinética espermática. 
En otro estudio realizado en carneros, el método con CGD-BoviPure® produjo una 
mejor cinética espermática (motilidades y velocidades) en muestras frescas y 
refrigeradas en comparación con CGD-Percoll® o CGD-Accudenz® (Galarza y col., 
2018a). De la misma manera, el uso de CGD-BoviPure® (40/80%) fue usado 
eficientemente para seleccionar espermatozoides de carnero previo al proceso de la 
FIV  (Galarza y col., 2018b; Galarza y col. 2019). Varela y col. (2015) demostraron que 
el CGD-Androcoll®, otro tipo de solución coloidal de uso comercial fue útilmente para 
mejorar las subpoblaciones de espermatozoides equinos con altas velocidades, en 
especial, la velocidad curvilínea. Los resultados de estos estudios son consistentes 
con los resultados de esta investigación.  
 
Satisfactoriamente, los espermatozoides seleccionados con CGD-BoviPure® tuvieron 
velocidades (VCL y VSL) y parámetros de relación (LIN, STR y WOB) más altos que 
los espermatozoides seleccionados o no con Swim-up. Nuestros resultados son 
consistentes a los reportados por Oliveira (2006), Dorado y col. (2011a) y Ancco 
(2017). La relevancia biológica de este hallazgo en perros ha sido establecida por 
Silva y col. (2006) demostrando que las altas velocidades curvilínea y rectilínea de los 
espermatozoides influyen directamente en mayores tasas de fertilidad, tanto in vivo 
como in vitro. Por otro lado, otros parámetros que influye en la fertilidad del esperma 
epididimario canino refrigerado por varias horas (Ej. hasta 196 horas a 5ºC) son la 
motilidad total y progresiva, integridad de las membranas plasmática  y acrosomal (Yu 
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está influenciada por la integridad acrosomal (Rijsselaere y col., 2002); si el acrosoma 
está reaccionado (capacitación), la interacción del espermatozoide con la zona 
pelúcida es considerada como incompatible, independientemente de la motilidad y 
viabilidad. En estudios previo se demostró que el protocolo CGD-BoviPure® 
seleccionó una población de espermatozoides caninos con una calidad mejorada con 
respecto a una mayor movilidad, viabilidad e integridad del acrosoma (Hernández-
López y col., 2005; Maxwell y col., 2007). Los hallazgos del presente estudio sugieren 
que, tanto en muestras individuales o agrupadas, la selección con BoviPure® mejoró 
las subpoblaciones espermáticas con membranas plasmática y acrosomal íntegras 
(IPIA, IMP e IMA). La subpoblación de espermatozoides IPIA representa las células 
íntegras y vivas, que serán capaces de llegar al sitio de fecundación (después de una 
IA), y mantener la capacidad fecundante para penetrar al ovocito debido a su 
acrosoma intacto listo para reaccionar (capacitación espermática) (Dorado y col., 
2011a; Santiago-Moreno y col., 2020). 
 
El análisis morfométrico que evalúo las dimensiones de la cabeza de espermatozoides 
de las muestras únicamente C/D y seleccionadas o no con ambos métodos, 
evidenciaron que el ancho de la cabeza disminuyó significativamente (P < 0,01) 
después de seleccionar con Swim-up comparado con su contraparte control. Con el 
mismo efecto, las muestras seleccionadas por Swim-up mostraron una disminución 
significativa del área de la cabeza comparado con las muestras frescas o C/D sin 
seleccionar o seleccionadas por CGD-BoviPure. Eficientemente, los dimensiones de 
la cabeza delos espermatozoides no variaron (P > 0,05) después de selección 
espermática por CGD-BoviPure comparado con sus contrapartes frescos o C/D sin 
seleccionar (Tabla 9).  
 
Tabla 9. Dimensiones de la cabeza de espermatozoides caninos de origen 
epididimario de muestras agrupadas, frescas-diluidas y congeladas/descongeladas, y 
seleccionadas mediante CGD-BoviPure y Swim-up. Los valores están expresados 
en promedio ± EEM (error estándar de la media). 
Variables Fresco 
                    Congelado - descongelado 
Valor P 
Sin seleccionar 
                Seleccionado 
CGD-BoviPure Swim-up 
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Ancho (µm) 3,4 ± 0,06ab 3,5 ± 0,02a 3,4 ± 0,04ab 3,3 ± 0,02b 0,0086 
Área (µm2) 19,6 ± 0,39a 20,7 ± 0,26a 20,2 ± 0,41a 17,6 ± 1,08b 0,0005 
Perímetro (µm) 13,1 ± 0,24 13,7 ± 0,10 13,3 ± 0,10 13,0 ± 0,12 0,0570 
 
Durante la congelación, los espermatozoides experimentan varias tensiones que  
pueden provocar lesiones a nivel celular y alteraciones en el tamaño y forma de la 
cabeza espermática (Esteso y col., 2018). Se ha determinado por microscopía 
electrónica de barrido (Cryo-SEM) que la criopreservación puede reducir las 
dimensiones de la cabeza de los espermatozoides comparado con los valores antes 
de la congelación (Bóveda y col., 2018; O’Brien y col., 2019). Además, el proceso de 
congelación y descongelación provoca daños en la membrana celular y citoesqueleto 
(Arruda y col., 2002; Gao y Zhou, 2012; Santiago-Moreno y col., 2016). Los resultados 
del presente estudio demostraron que el proceso de criopreservación no afectó las 
dimensiones de la cabeza, evidenciando que el largo, ancho, área y perímetro fueron 
iguales en muestras frescas y congeladas-descongeladas. Sin embargo, el método 
Swim-up mostró una reducción del ancho y área de la cabeza luego de la selección 
espermática, comparada con una efectiva invariación de las dimensiones luego de la 
selección espermática por método CGD-BoviPure®. Esta reducción de las 
dimensiones de la cabeza post-selección con Swim-up se debe posiblemente a la 
condensación de la cromatina del núcleo del espermatozoide epididimario (Santiago-
Moreno y col., 2020). Además, puede existir una deshidratación por el medio 
hiperosmótico (> 320 mOsm/kg) atribuido por medio Sperm-Talp usado en el método 
Swim-up y como resultado se produce una disminución de la cabeza del 
espermatozoide como ha sido reportado previamente por Santiago-Moreno y col. 
(2020).  
 
Otra posible causa de la reducción de las dimensiones de la cabeza de los 
espermatozoides seleccionados por Swim-up podría ser atribuido a las acuaporinas 
(AQP) (Pastor-Soler y col., 2002). Recientes investigaciones ponen de manifiesto la 
importancia de diferentes proteínas de membrana relacionadas con la difusión del 
agua, AQPs, en la respuesta celular a los procesos de congelación y descongelación 
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AQP10), que transportan agua y glicerol (Wang y col., 2006) que hace de sustrato 
energético durante la maduración y almacenamiento espermático (Yeung, 2010). 
Estudios previos han determinado que la AQP7 durante el proceso de congelación y 
descongelación regula el intercambio osmótico con el medio extracelular Vicente-
Carrillo y col. (2016). Nosotros suponemos que estas AQP podrían interactuar con el 
medio Sperm-Talp en la membrana plasmática lo que provocaría una mayor 
deshidratación celular, y por lo tanto, una reducción de la dimensión de la cabeza de 
los espermatozoides (Santiago-Moreno y col., 2014). Incluso, en espermatozoides 
humanos, se ha observado una correlación entre la baja expresión de AQP7 y la 
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7. CONCLUSIONES 
 En conclusión, la centrifugación con gradientes de densidad usando BoviPure® 
fue un método exitoso en la selección de espermatozoides epididimarios de 
perro en muestras heterogéneas simples o agrupadas, frescas y 
criopreservadas, debido al incremento (mejoramiento) de la calidad 
espermática basada en una mejor cinética (motilidades, velocidades, 
parámetros de relación y progresividad) e integridad de las membranas 
plasmática y acrosomal en comparación con las muestras sin seleccionar o 
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8. RECOMENDACIONES  
 Utilizar el método CGD con BoviPure® (40% / 80%) para seleccionar esperma 
canino fresco-diluido post-recuperación epididimaria previo a los procesos de 
criopreservación (refrigeración y congelación) permitiría incrementar la 
respuesta a la criosupervivencia celular, de acuerdo a los resultados obtenidos 
en muestras simples, frescas y diluidas con TCG + 20%YH.  
 
 Se recomienda realizar estudios sobre el uso de los espermatozoides obtenidos 
por selección espermática, para evaluar la capacidad fecundante mediante 
pruebas como la fecundación in vitro. 
 
 Se puede usar estos protocolos de selección espermática como modelos para 
aplicarlos en TRA en caninos silvestres u otras especies de carnívoros que 
hayan muerto bajo situaciones inesperadas o en su entorno natural, siempre y 
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10. ANEXOS  
Anexo 1. Parámetros cinéticos (evaluados por el sistema CASA, SCA) de muestras  
espermáticas individuales frescas-diluidas y seleccionados mediante CGD-BoviPure 





   (n = 60)  
CGD-BoviPure 
   (n = 60)  
Swim-up 
  (n = 60) 
Valor 
P 
Motilidad total (%) 72,2 ± 2,31b 81,0 ± 1,58a 68,4 ± 2,71b 0,0005 
Motilidad progresiva (%) 19,0 ± 1,56b 31,5 ± 2,07ª 24,2 ± 2,06b 0,0000 
Velocidad curvilínea (VCL, µm/s) 58,3 ± 1,99b 72,6 ± 2,83a 67,8 ± 2,70a 0,0003 
Velocidad promedio (VAP, µm/s) 32,3 ± 1,46b 45,3 ± 1,64a 41,3 ± 1,88a 0,0000 
Velocidad rectilínea (µm/s) 20,5 ± 0,91b 30,1 ± 1,36a 26,6 ± 1,53b 0,0000 
Rectitud (STR, %) 58,7 ± 0,98 61,5   0,93 59,5 ± 1,50 0,2141 
Linealidad (LIN, %) 35,9 ± 1,12b 40,3 ± 0,89a 38,2 ± 1,44ab 0,0308 
Oscilación (WOB, %) 55,8 ± 1,09b 61,4 ± 0,88a 60,2 ± 1,37a 0,0011 
Amplitud del desplazamiento  
lateral de la cabeza (ALH, µm) 
2,7 ± 0,08 3,1 ± 0,13 2,9 ± 0,11 0,1322 
Frecuencia de batido de flagelo (BCF, Hz) 5,3 ± 0,13b 6,2 ± 0,13a 6,2 ± 0,21a 0,0000 
Letras diferentes en cada fila y subcategoría muestran diferencias significativas entre métodos 
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Anexo 2. Parámetros cinéticos (evaluados por el sistema CASA, SCA) resultantes de la evaluación de espermatozoides caninos 
epididimarios frescos-diluidos, refrigerados durante 24 horas y congelados-descongelados (C/D) y seleccionados o no con CGD-
BoviPure y Swim-up. Los valores están expresados en promedio ± EEM (error estándar de la media). 
Parámetros 
cinéticos 















Swim-up (A) (B) (A X B) 
 MP (%)          75,5 ± 3,63ab 84,3 ± 2,31a 81,1 ± 4,26a 
 
60,7 ± 4,26bc 72,5 ± 4,19ab 53,3 ± 3,83c 
 
37,7 ± 4,43cd 53,4 ± 3,35c 31,1 ± 3,64d 0,0000 0,0000 0,1125 
MP (%)           24,1 ± 3,51ab 35,5 ± 3,72a 31,7 ± 4,17a 
 
15,1 ± 2,97bc 30,9 ± 3,11a 16,6 ± 2,50bc 
 
8,3 ± 1,54c 18,5 ± 2,32bc 10,8 ± 1,83c 0,0000 0,0000 0,4848 
VCL (µm/s) 63,5 ± 3,84abc 88,2 ± 9,72a 90,4 ± 10,75a  54,7 ± 2,94bc 75,1 ± 3,22ab 56,7 ± 3,62bc  38,5 ± 2,56e 52,8 ± 2,29cd 59,0 ± 5,45bc 0,0000 0,0000 0,0943 
VAP (µm/s) 38,3 ± 2,61ab 56,9 ± 6,03a 54,9 ± 7,03ab  29,9 ± 2,69cd 48,7 ± 2,47ab 38,2 ± 2,82abc  22,5 ± 1,60d 34,2 ± 1,85bc 38,8 ± 3,28abc 0,0000 0,0000 0,2083 
VSL (µm/s) 26,4 ± 2,48abc 44,2 ± 6,36a 41,4 ± 6,94a 
 
22,5 ± 2,65b 36,9 ± 2,54a 29,1 ± 2,67ab 
 
16,5 ± 1,32c 26,8 ± 1,99ab 25,3 ± 2,55abc 0,0001 0,0000 0,8513 
STR (%) 62,5 ± 2,55 70,5 ± 3,22 67,2 ± 3,38 
 
62,8 ± 3,09 67,4 ± 1,75 68,8 ± 2,15 
 
67,1 ± 1,85 70,7 ± 2,24 64,6 ± 3,17 0,8476 0,0455 0,4682 
LIN (%) 41,1 ± 2,35 47,0 ± 2,16 42,3 ± 2,45  37,9 ± 3,70 45,9 ± 2,24 48,5 ± 2,61  42,7 ± 3,00 48,9 ± 2,90 45,6 ± 3,36 0,6067 0,0113 0,4950 
WOB (%) 59,8 ± 1,58ab 63,6 ± 1,38a 60,2 ± 1,43ab  53,7 ± 3,31b 63,4 ± 1,84a 66,5 ± 2,04a  58,8 ± 2,51ab 64,2 ± 2,36a 65,9 ± 2,53a 0,5382 0,0002 0,1078 
ALH, µm) 2,8 ± 0,16ab 3,0 ± 0,20ab 3,1 ± 0,21ab 
 
2,4 ± 0,11abc 3,1 ± 0,15a 2,4 ± 0,13abc 
 
1,9 ± 0,13c 2,2 ± 0,11bc 2,4 ± 0,21bc 0,0000 0,0083 0,0936 
BCF (Hz) 6,39 ± 0,26 6,4 ± 0,23 5,7 ± 0,28 
 
6,1 ± 0,45 6,37 ± 0,34 5,8 ± 0,44 
 
5,2 ± 0,32 6,0 ± 0,28 6,2 ± 0,52 0,4488 0,3599 0,1716 
 
Análisis factorial 3 x3: (A) Factor 1 equivalente a tipo de muestra espermática; (B) Factor 2 equivalente al método de selección espermática; y (A X 
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métodos de selección espermática (sin seleccionar, CGD-BoviPure y Swim-up) y tipo de esperma (fresco, refrigerado y C/D). a – b P < 0,05; a – c 
P < 0,01; a – d, a - e P < 0,001.  
Anexo 3. Porcentajes de espermatozoides caninos de origen epididimario en las diversas categorías de integridad de la membranas 
plasmáticas y acrosomal (evaluados con marcadores fluorescentes PI / PNA-FITC) en las muestras frescas-diluidas, refrigeradas durante 
24 horas y congeladas / descongeladas y seleccionadas o no con CGD-BoviPure y Swim-up. Los valores están expresados en promedio 





Refrigerado 24 h 
 















Swim-up (A) (B) (A X B) 
IPIA (%) 80,9 ± 2,80a 86,2 ± 2,77a 83,6 ±3,10a 
 
56,8 ± 3,39bc 69,1 ± 2,96b 59,3 ±3,31bc 
 
39,7 ± 1,88d 56,4 ± 2,04c 41,6 ± 1,78d 0,0000 0,0000 0,5813 
IPDA (%) 5,7 ± 1,82ab 4,1 ± 1,68ab 5,9 ± 2,30ab 
 
10,5 ± 2,43ª 6,2 ± 1,15ab 7,7 ± 2,02ab 
 
2,7 ± 0,62b 2,4 ± 0,55b 4,3 ± 0,96ab 0,0007 0,2451 0,6592 
DPIA (%) 8,3 ± 0,91cd 6,5 ± 0,52d 6,3 ± 0,79d 
 
16,5 ± 1,90ab 12,6 ± 1,32bcd 13,2 ± 1,28bc 
 
21,7 ± 2,35a 15,7 ± 1,07ab 20,5 ± 1,23a 0,0000 0,0036 0,3701 
DPDA 
(%) 
5,2 ± 0,97e 3,2 ± 1,03e 4,1 ± 1,03e 
 
15,8 ± 2,33cd 12,1 ± 1,96de 18,0 ± 2,46bcd 
 
35,9 ± 2,98a 25,5 ± 1,78a 33,6 ± 1,63a 0,0000 0,0015 0,1534 
 IMP (%) 86,5 ± 1,67a 90,3 ± 1,39a 89,6 ± 1,43a 
 
67,3 ± 2,73bc 75,3 ± 2,87b 67,0 ± 2,43bc 
 
42,3 ± 1,94d 58,8 ± 2,22c 45,9 ± 1,95d 0,0000 0,0000 0,1745 
 IMA (%) 89,1 ± 2,40ab 92,8 ± 2,49a 89,9 ± 2,88a  73,4 ± 3,07cd 81,7 ± 2,20bc 72,5 ± 3,09cd  61,4 ± 3,03d 72,1 ± 1,65cd 62,1 ± 1,44d 0,0000 0,0005 0,9524 
 
Análisis factorial 3 x3: (A) Factor 1 equivalente a tipo de muestra espermática; (B) Factor 2 equivalente al método de selección espermática; y (A X 
B) interacción entre Factor 1 y Factor 2. Letras diferentes en la misma fila y subcategoría muestra diferencias significativas entre los diferentes 
métodos de selección espermática (sin seleccionar, CGD-BoviPure y Swim-up) y tipo de esperma (fresco, refrigerado y C/D). a – b P < 0,05; a – c 
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Anexo 5. Fichas de autorización 
para orquiectomía. 
Anexo 4. Paciente canino 
previo a orquiectomía. 
Anexo 6. Muestra de testículo 
recolectado. 
 
Anexo 1. Anexo 7. 
EpidídimoAnexo 6. 
Muestra de testículos  
Anexo 7. Muestra de epidídimo 
recuperado. 
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Anexo 11. Método de selección 
espermática Swim up en muestras frescas. 
Anexo 10. Análisis de 
concentración espermática 
de muestras frescas. 
Anexo 12. Método de selección espermática 
CGD-BoviPure® en muestras frescas. 
Anexo 13. Análisis de selección 
espermática en pools frescos y 
criopreservados. 
Anexo 14. Congelación y descongelación de 
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Anexo 15. Análisis de Cinética espermática (CASA). 
Anexo 16. Integridad de membranas plasmática y acrosomal. 
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